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ABSTRACT 
The aims of this research is to isolation of bacteria that potential to produce of milk clotting protease enzymes from 
fermented food that will be used as a substitute for rennet in cheese making. There are five food fermentations such 
as tauco, tempeh, red oncom, sticky tape, and pickled mustard greens that are used as a source for isolation of bacte-
ria that could produce milk clotting protease. The results obtained four isolates proteolytic  bacteria from two fer-
mented food samples, three isolates bacteria from tauco (TCN 1, TCN 2, TCN 3) and one isolate from pickled 
mustard greens (DSN 1). Based on 16S rDNA, these isolates were identified as Bacillus sp. Bacterial isolate TCN 1 
has a milk clotting activity of 29.17 U/mL, whereas bacteria isolates of  TCN 2, TCN 3 and DSN 1 have activities of 
70 U/mL achieved at the 24 hours incubation, respectively. The proteolytic activities of bacteria isolates TCN 1, 
TCN 2, TCN 3 and DSN 1 at the 24 hours fermentation process were 0.0117 U/mL, 0.0021 U/mL, 0.0150 U/mL, 
and 0.200 U/mL, respectively. The ratio of milk clotting protease activity and the proteolytic activity for bacteria 
isolates TCN 1, TCN 2, TCN 3 and DSN respectively were 5402, 175000, 7292, and 3333. This showed that the 
enzyme from bacterial isolates TCN 2 can be used as an alternative to rennin in cheese making. 
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ABSTRAK 
Penelitian ini bertujuan untuk melakukan isolasi bakteri penghasil enzim milk clotting protease dari pangan fermentasi 
yang akan dimanfaatkan sebagai pengganti rennin dalam pembuatan keju. Ada lima pangan fermentasi yaitu tauco, 
tempe, oncom merah, tape ketan, dan asinan sawi yang digunakan sebagai sumber bakteri penghasil enzim milk clot-
ting protease. Dari hasil isolasi diperoleh empat isolat bakteri proteolitik dari dua sampel pangan fermentasi, yakni 
tiga isolat bakteri dari tauco (TCN 1, TCN 2, TCN 3) dan satu isolat bakteri dari asinan sawi (DSN 1). Berdasarkan 
analisa 16S rDNA, keempat isolate tersebut diidentifikasi termasuk dalam kelompok Bacillus sp. Isolat bakteri TCN 
1 memiliki aktivitas penggumpalan susu sebesar 29.17 U/mL sedangkan isolat bakteri TCN 2, TCN 3 dan DSN 1 
memiliki aktivitas masing-masing 70 U/mL yang seluruhnya dicapai pada jam ke-24 inkubasi. Isolat bakteri TCN 1, 
TCN 2, TCN 3 dan DSN 1 memiliki aktivitas protease pada jam ke-24 berturut-turut sebesar 0.0117 U/mL, 
0.0021 U/mL, 0.0150 U/mL, dan 0.200 U/mL. Rasio aktivitas penggumpalan susu terhadap protease untuk isolat 
bakteri TCN 1, TCN 2, TCN 3 dan DSN 1 secara berturut-turut adalah 5402, 175000, 7292, dan 3333. Dari 
keempat isolat yang diperoleh menunjukkan bahwa enzim dari isolat bakteri TCN 2 dapat digunakan sebagai alter-
natif pengganti renin dalam pembuatan keju. 
 
Kata Kunci : protease penggumpal susu, keju, rennet anak sapi,  produk pangan fermentasi 
PENDAHULUAN 
 
 Penggumpalan susu merupakan tahap 
kunci dalam industri pembuatan keju dan enzim 
milk-clotting protease memainkan peran utama 
dalam proses tersebut. Calf rennet yang mengan-
dung chymosin (EC 3.4.23.4) termasuk aspartate 
protease yang merupakan komponen enzim uta-
ma yang banyak digunakan dalam produksi keju 
sebagai reagen milk-clotting (Isam et al. 2009). 
Renet tidak hanya berfungsi sebagai penggumpal 
susu tetapi juga memainkan peran penting selama 
proses pematangan keju yang merupakan proses 
utama dan komplek dalam pembentukan cita rasa 
dan tekstur dari keju (Vioque et al. 2000, Sausa & 
Malcata 2002, Kumar et al. 2005). Beberapa studi 
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telah dilakukan berkaitan dengan enzim milk clot-
ting yang berasal dari mikroorganisme untuk ap-
likasi dalam pembuatan keju (Poza et al. 2003; 
Dini et al. 2010). 
 Dalam industri pembuatan keju secara 
tradisional banyak menggunakan renet dari anak 
sapi. Penggumpalan susu oleh renet dari anak sapi 
terjadi akibat pemecahan ikatan Phe105-Met106 
pada ikatan κ-casein menghasilkan glikopeptida 
hidrofilik rantai pendek (106-169 residu) yang 
dilepas ke dalam whey. Para- κ -casein menjadi 
bermuatan positif pada pH netral dan menyebab-
kan penurunan ikatan diantara micelle casein yang 
menyebabkan agregasi (Green 1973). 
 Penggunaan renet yang berasal dari anak 
sapi berkaitan dengan masalah etika, sehingga 
diperlukan usaha mencari alternatif substitusi re-
net yang berasal dari mikroorganisme yaitu enzim 
milk clotting protease (Tubesha & Al-Delaimy, 
2003; Cavalcanti et al. 2004).  
 Produksi enzim milk clotting protease telah 
dilaporkan dari beberapa mikroorganisme seperti 
Penicillium oxalium (Hashem 2000), Nocardiopsis 
sp (Cavalcanti et al. 2004), Mucor circinelloides 
(Sathya et al. 2009) dan Bacillus amyloliquefaciens 
D4 (He at al. 2011). Beberapa mikroba yang po-
tensial menghasilkan enzim milk clotting protease 
dan potensial sebagai subtitusi calf rennet, yaitu 
Penicillium oxalicum (Hashem, 2000) dan Nocar-
diopsis sp (Cavalcanti et al. 2004). Untuk saat ini 
produksi keju di dunia menggunakan sepertiga 
renet dari mikroba yang berasal dari mikroorgan-
isme jenis kapang  (Preetha & Boopathy, 1994).  
Banyak peneliti telah memfokuskan untuk 
melakukan isolasi mikroorganisme dari ling-
kungan tertentu untuk mendapatkan enzim 
dengan aktivitas milk clotting protease yang tinggi 
dan aktivitas protease yang rendah atau per-
bandingan aktivitas milk clotting protease terhadap 
protease yang tinggi (He et al. 2011). Salah satu 
diantaranya isolasi enzim milk clotting protease dari 
red kojic rice, salah satu makanan tradisional Chi-
na (Zhang et al. 2011).  
  Penelitian isolasi mikroba penghasil pro-
tease dan karakternya sudah banyak dilakukan di 
Indonesia, sedang untuk isolasi protease jenis milk 
clotting sebagai pengganti rennet masih sedikit 
(Nunuk et al. 2001).  Untuk tujuan produksi keju 
diperlukan penggunaan renin yang memiliki ak-
tivitas milk clotting tinggi (MCA) dan PA yang 
rendah untuk meminimalkan larutnya curd (Wu 
et al. 2008). Oleh karena itu, dalam penelitian ini 
dipaparkan satu usaha untuk mencari pengganti 
renet, dengan melakukan proses isolasi enzim 
milk clotting protease yang berasal dari produk 
pangan fermentasi yang banyak terdapat di Indo-
nesia. 
 
BAHAN DAN CARA KERJA 
 
Sampel yang digunakan sebagai sumber 
isolat adalah produk pangan fermentasi antara 
lain sawi asin, oncom, tauco, tempe, dan tape 
ketan. Sampel dihancurkan hingga homogen, lalu 
diukur pH-nya. Masing-masing sampel ditimbang 
sebanyak 0.25 g dan disimpan pada suhu refriger-
ator. Untuk sawi asin, diambil juga sampel airnya 
untuk isolasi bakteri sebanyak 0.25 mL. Proses 
persiapan sampel dilakukan secara aseptis. 
Media pertumbuhan bakteri menggunakan 
medium Nutrient Broth dan isolasi bakteri 
penghasil enzim penggumpal susu menggunakan 
skim milk agar. Sample dari 5 produk fermentasi 
sebanyak 0.25 g dan 0.25 mL sample cair produk 
fermentasi sawi, masing-masing dimasukkan ke 
dalam tabung reaksi yang telah berisi 2.5 mL me-
dium Nutrient Broth untuk pertumbuhan bakteri. 
Inkubasi selama 24 jam pada suhu ruang 
menggunakan shaker incubator dengan kecepatan 
150 rpm.  Dari media pertumbuhan bakteri selan-
jutnya dibuat pengenceran bertingkat (10-1-10-5) 
masing-masing sebanyak 1 mL dan di inoku-
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lasikan kedalam media padat. Bakteri penghasil 
enzim milk clotting protease diskrining dengan 
menggunakan media skim milk agar. Isolat yang 
memberikan zona bening selanjutnya diukur in-
dek proteolitiknya dan selanjutnya diuji poten-
sinya sebagai penghasil enzim milk clotting prote-
ase. 
Identifikasi bakteri dilakukan secara mole-
kuler dengan menganalisis sebagian gen 16S 
rDNAnya. Gen 16S rDNA diamplifikasi dengan 
menggunakan primer 9F (5’-AGRGTTTGAT 
CMTGGCTCAG-3’) and 1492R (5’-ACGGYTA 
CCTTGTTAYGACTT-3’). Amplifikasi dil-
akukan dengan campuran reaksi yang mengan-
dung DNA bakteri, primer 9F dan 1492R  mas-
ing-masing 10 pmol 2 μl, larutan Go Taq 
(promega) 26 μl serta ddH2O 20 μl. Adapun 
kondisi reaksi PCR ialah 95 oC, 2 menit (1 si-
klus); 95 oC, 30 detik, 65 oC, 1 menit, 72 oC, 2 
menit (10 siklus); 95 oC, 30 detik, 55 oC, 1 men-
it, 72 oC, 2 menit (30 siklus) serta 72 oC, 2 menit 
(1 siklus). PCR produk disequensing di First Base 
Malaysia. Hasil sekuen selanjutnya dibandingkan 
dengan database di Gen Bank menggunakan 
BLAST algorithm. 
Produksi enzim dilakukan dengan metode 
fermentasi cair. Isolat bakteri dikulturkan pada 
media Nutrient Broth yang telah ditambahkan 
substrat kasein lalu diinkubasi menggunakan 
shaker incubator pada 150 rpm, suhu ruang sela-
ma 5 hari dan dilakukan sampling setiap 24 jam. 
Hasil sampling kemudian diukur pertumbuhan 
selnya menggunakan spektrofotometer pada λ 
660 nm. Hasil sampling tersebut disentrifugasi 
pada 10.000 rpm selama 10 menit, kemudian 
diambil supernatannya sebagai ekstrak enzim 
kasar untuk dianalisa aktivitas milk clotting prote-
ase (Milk clotting activity : MCA), aktivitas proteo-
litiknya (Proteolytic activity : PA) serta rasio aktivi-
tas milk clotting protease terhadap protease 
(MCA/PA). 
Aktivitas penggumpalan susu ditentukan ber-
dasarkan uji visual dari pembentukan gumpalan 
susu pertama kali akibat penambahan enzim yang 
dinotasikan dalam Soxhlet Unit (SU). Satu SU 
didefinisikan sebagai jumlah enzim yang dapat 
menggumpalkan 1 mL campuran yang mengan-
dung 0.1 g susu skim dan 0.001 g CaCl2 dalam 
40 menit pada suhu 35°C (Arima et al. 1970). 
Sebanyak 0.5 mL enzim ditambahkan ke dalam 5 
mL susu skim (10 g susu skim/100 mL 0.01 M 
CaCl2) yang telah diinkubasi pada suhu 40°C sela-
ma 5 menit. Campuran tersebut diaduk hingga 
terbentuk gumpalan. Pengukuran aktivitas enzim 
milk-clotting menggunakan persamaan berikut ini:  
(MCA) = 2400 x 5 x D 
                    T x 0,5 
Keterangan: 
MCA= aktivitas enzim milk-clotting (SU) 
T = waktu pertama kali terbentuk gumpalan susu (detik) 
D = faktor pengenceran 
Aktivitas protease ditentukan melalui 
metode standar Lowry yang dimodifikasi (Meloan 
& Pomeranz 1973). Sebanyak 0.2 ml substrat 
kasein dengan konsentrasi 0.1% direaksikan 
dengan 0.1 mL larutan enzim kasar, kemudian 
dicampur dan diinkubasi di shaker incubator sela-
ma 20 menit pada suhu 37°C. Setelah diinkubasi 
selama 20 menit, larutan reaksi tersebut ditambah 
0.24 mL 0.4 M TCA, dicampur dan diinkubasi 
pada shaker incubator selama 20 menit pada suhu 
37°C. Setelah disentrifugasi selama 10 menit pada 
kecepatan 10.000 rpm, 0.1 mL supernatan diam-
bil dan disimpan pada tabung reaksi baru. 
Kemudian ditambahkan 0,5 mL  0.4 M Na2CO3  
dan 0.1 mL fenol folin, dihomogenkan dengan 
vorteks dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 20 
menit. Larutan reaksi diukur absorbansinya pada 
λ 660 nm dan diukur aktivitas proteasenya 
dengan menggunakan rumus dibawah ini. Satu 
unit (U) aktivitas protease didefinisikan sebagai 
jumlah enzim yang dapat mengkatalisis reaksi 
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pelepasan 1 μmol tirosin per menit  
Aktivitas protease (PA) = X x FP x  1/V x T 
Keterangan :  
PA = Protease activity (U/mL) 
X  = Konsentrasi enzim (mg/mL) 
FP = Faktor pengenceran 
V = Volume enzim yang dianalisis (mL) 
T  = waktu inkubasi (menit) 
Perhitungan rasio aktivitas penggumpalan 
susu terhadap protease  menggunakan rumus 
perhitungan pada persamaan berikut ini (Arima et 
al. 1967) : 
R = MCA  
         PA    
Keterangan : 
R : Rasio aktivitas penggumpulan susu terhadap protease 
MCA : Milk Clotting Activity ; Aktivitas penggumpalan 
susu (SU/mL) 




Isolasi Bakteri dari Pangan Fermentasi 
Isolasi dilakukan terhadap lima sampel pangan 
fermentasi yaitu tauco, tempe, oncom merah, tape 
ketan, dan asinan sawi (Gambar 1).  
 
Analisis sebagian gen 16S rDNA Bakteri 
Amplifikasi daerah sebagian gen 16S 
rDNA menghasilkan produk sekitar 1500 bp 
(Gambar 3). Analisis homologi untuk masing-
masing isolat bisa dilihat pada Tabel 3. 
Pengukuran Aktivitas Enzim dan Seleksi Isolat 
Bakteri 
Kurva Pertumbuhan Isolat Bakteri 
 Hasil pengukuran pertumbuhan sel pada 
λ 660 nm ditunjukkan pada Gambar 4. Empat 
isolat bakteri memiliki profil pertumbuhan yang 
sama dengan pertumbuhan sel tertinggi pada jam 
ke-24.  
 
Aktivitas Enzim Penggumpal Susu 
Data aktivitas milk clotting protease dari 
keempat isolat bakteri bisa dilihat pada Gambar 
5. Pembentukan gumpalan susu oleh adanya ak-
tivitas enzim milk clotting protease bisa dilihat pa-
da Gambar 6. Tiga isolat bakteri dari produk fer-
mentasi tauco memiliki aktivitas penggumpalan 
susu lebih tinggi dibanding isolat bakteri DSN 
dari produk fermentasi sawi, meskipun proses 
penggumpalan susu optimum diperoleh setelah 
24 jam. 
A B C D E 
Gambar 1. Sampel pangan fermentasi yang digunakan sebagai sumber isolat: oncom merah (a), tempe (b), tape 
ketan (c), tauco (d), asinan sawi (e) 
Tabel 1. Ciri morfologi 4  bakteri hasil isolasi dari 5 produk fermentasi   
N o .  I so la t  B a k te r i  S u m b e r  C ir i  K o lo n i 
1  T C N  1  T auco  
b en tuk  b u la t, uk uran  m edium , b erw arn a  pu tih  opaque, 
tep ian  en tire  
2  T C N  2  T auco  
b en tuk  tidak  b era tu ran , ukuran  la rge , b erw arna  pu tih  
opaque, tep ian  un du la te  
3  T C N  3  T auco  
b en tuk  tid ak  b era tu ran , ukuran  la rge , b erw arna  
tran slu sen s, tep ian  un du la te  
4  D S N  1  A sin an  saw i 
b en tuk  b u la t, uk uran  la rge , b erw arn a  pu tih  opaque, 
tep ian  un du la te  
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Aktivitas protease dan rasio aktivitas penggum-
pulan susu 
Hasil uji aktivitas proteolitik terhadap 4 
isolat bakteri menunjukkan hasil yang berbeda 
dengan profil aktivitas penggumpalan susu. Satu 
isolat bakteri produk fermentasi tauco yaitu 
TCN2 menunjukkan aktivitas proteolitik paling 
kecil dibanding 3 isolat bakteri lainnya. Aktivitas 
tertinggi diperoleh oleh isolat bakteri TCN1 
dengan aktivitas sekitar 0.02 U/mL (Gambar 7). 
Isolat yang telah diuji aktivitas penggumpalan 
susu dan proteasenya kemudian dihitung rasio 
aktivitas penggumpalannya terhadap protease. 
Hasil perhitungan rasio enzim penggumpal susu 
terhadap protease dari keempat isolat bakteri 
dapat dilihat pada Tabel 4. Tabel 4 menunjukkan 
bahwa isolat bakteri TCN2 memiliki rasio 





Medium  isolasi untuk memperoleh koloni 
tunggal menggunakan medium selektif susu skim 
agar yang umum digunakan untuk memperoleh 
N o . I so la t  B a k te r i  
D ia m e te r  i so la te  
b a k te r i  ( cm )  
D ia m e te r  z o n a  
b en in g  (cm )  
In d e k s  P ro te a se  
1  T C N  1  0 .40 1 .30 3 .25 
2  T C N  2  0 .40 1 .60 4 .00 
3  T C N  3  0 .40 1 .20 3 .00 
4  D SN  1  0 .40 1 .40 3 .50 
 
Tabel 2. Indeks Protease 4 bakteri hasil isolasi dari 5 produk fermentasi   
Zona bening  
Koloni isolat  
Gambar 2. Contoh zona bening dari isolat bakteri 
TCN 2 pada medium skim milk agar 
Gambar 3. Profil pertumbuhan isolat bakteri TCN 1 (a), TCN 2 (b), TCN 3 (c), dan DSN 1 (d) selama 5 hari 
masa fermentasi pada 150 rpm dan suhu ruang. Konsentrasi sel diukur pada abs. 660 nm. 
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bakteri penghasil protease (Nunuk et al. 2001) 
termasuk enzim milk clotting protease. Koloni bak-
teri akan membentuk zona bening sebagai hasil 
perubahan kasein menjadi senyawa nitrogen yang 
larut (Hidayat et al. 2006). Dari kelima sampel 
produk fermentasi diperoleh 38 isolat bakteri dan 
setelah analisa lebih lanjut dipilih 4 isolat bakteri 
positif dengan ciri koloni berbeda. Tiga isolat 
bakteri tersebut merupakan hasil isolasi dari 
produk tauco dan 1 isolat bakteri dari produk 
asinan sawi, yang kemungkinan merupakan bak-
teri yang berperan dalam  proses fermentasi bahan 
pangan itu sendiri. Proses fermentasi tauco ada 
dua tahap, yaitu fermentasi oleh kapang dan fer-
mentasi dalam larutan garam oleh bakteri asam 
laktat dan khamir. Bakteri dominan yang tumbuh 
selama fermentasi garam pada pembuatan tauco 
adalah Lactobacillus delbrueckii (Nurwitri et al. 
2007).  Pada pangan fermentasi berbasis sayuran 
seperti asinan sawi, proses fermentasi umumnya 
dilakukan dalam larutan garam dan fermentasi 
berlangsung secara spontan dengan memanfaat-
kan mikroba-mikroba yang telah ada pada sayur-
an itu sendiri. Beberapa jenis bakteri yang ber-
peran dalam fermentasi sayuran antara lain Leuco-
nostoc mesenteroides, Lactobacillus brevis dan Pedio-
coccus cerevisiae (Nurwitri et al. 2007). Empat 
isolat bakteri hasil isolasi dari produk tauco dan 
sawi dalam penelitian ini diprediksi memiliki 
kedekatan dengan jenis bakteri asam laktat. In-
dentifikasi molecular untuk melihat jenis bakteri 
sedang dalam proses saat ini.  
Indeks protease adalah perbandingan diam-
eter zona bening koloni dengan diameter koloni 
isolat. Semakin besar zona bening yang dihasilkan 
berarti semakin besar pula kemampuan isolat ter-
sebut untuk menghasilkan enzim protease 
(Yusmarini et al. 2009). Pada penelitian ini, isolat 
yang memiliki indeks protease paling tinggi ada-
lah isolat bakteri TCN 2 sebesar 4.  
Empat isolat bakteri (TCN1, TCN2, 
TCN3 dan DSN1) yang diuji menggunakan ana-
lisa 16S rDNA diidentifikasi termasuk dalam ke-
lompok Bacillus sp. Berdasarkan analisis 
menggunakan BLAST, keempat isolate tersebut 
memiliki sekuen homologi 99% : isolate TCN1 
dengan Bacillus Bacillus cereus, ATCC 14579; 
isolate TCN2 dengan Bacillus amyloliquefaciens, 
NBRC 15535, isolate TCN3 dengan Bacillus sub-
tilis, NRRL B-23049 dan isolate DSN1 dengan 
Bacillus amyloliquefaciens, NBRC 15535. 
 Kurva pertumbuhan pada Gambar 3 di-
tunjukkan  bahwa pada jam ke-0 belum terlihat 
adanya kekekeruhan pada medium yang berisi 
inokulum. Pada tahap ini terjadi fase adaptasi.  
Pada pengamatan ini, terlihat bahwa semua isolat 
bakteri memiliki kekeruhan inokulum yang paling 
tinggi pada jam ke-24. Pada tahap ini isolate bak-
teri sudah mencapai fase log sehingga untuk pem-
anenan enzim dilakukan pada jam ke-24. 
Penurunan jumlah sel ini mulai terjadi setelah 
inkubasi jam ke-24 hingga jam ke-120. Profil per-
Gambar 4. Aktivitas enzim penggumpal susu isolat 
bakteri 
gumpalan susu  
Gambar 5. Pembentukan gumpalan susu pertama oleh 
aktivitas enzim isolat bakteri 
 205 
Isolat Bakteri Indigenous Penghasil Milk-Clotting Protease  
tumbuhan 4 isolat bakteri tidak berbeda.  
Penggumpalan susu merupakan prinsip 
dasar pada pembuatan keju. Dalam pembuatan 
keju, renet biasanya ditambahkan ke dalam susu 
setelah penambahan kultur starter. Proses 
penggumpalan susu oleh renin terjadi melalui dua 
tahap. Tahap pertama merupakan perubahan kap-
pa-kasein menjadi para-kasein oleh enzim dan 
tahap kedua para-kasein digumpalkan oleh proses 
pemanasan dengan adanya ion kalsium. Renin 
bekerja pada substrat kappa-kasein yang berfungsi 
sebagai koloid yang merupakan lapisan luar 
kasein, sehingga dengan menghidrolisis kappa-
kasein, kasein lebih mudah tergumpalkan secara 
sempurna dengan syarat ion kalsium tersedia da-
lam larutan tersebut (Winarno 2010). Dalam 
penggunaannya, renin dapat digunakan dalam 
dua bentuk yakni renet cair dan renet dalam ben-
tuk padatan seperti bubuk atau pelet. Bentuk re-
net yang ditambahkan dapat mempengaruhi ak-
tivitas enzim penggumpal susu. Renet dalam ben-
tuk cair memiliki aktivitas penggumpalan susu 
sebesar 9600 U/mL (Thakur et al. 1990) se-
dangkan dalam bentuk padatan memiliki aktivitas 
6200 U/mg (Nerud et al. 1989). Enzim 
penggumpal susu dari mikroba memiliki aktivitas 
penggumpalan susu yang berbeda tergantung ben-
tuk penggunaannya. Enzim penggumpal susu dari 
Mucor pusillus var. Lindt dalam bentuk cair mem-
iliki aktivitas penggumpalan susu sebesar 800 U/
mL sedangkan dalam bentuk padatan memiliki 
aktivitas 100 U/mg (Winarno 2010). Hal ini 
menunjukkan bahwa proses pembuatan dan pem-
urnian enzim mempengaruhi aktivitas enzim ter-
sebut. 
Gambar 4 ditunjukkan bahwa keempat 
isolat bakteri memiliki aktivitas penggumpalan 
susu yang paling tinggi pada waktu inkubasi jam 
ke-24. Beberapa penelitian melaporkan bahwa 
waktu fermentasi optimum untuk beberapa 
mikroba penghasil enzim penggumpal susu antara 
1-8 hari; 1 hari untuk Bacillus subtilis (Shieh et al. 
2009), 4 hari untuk Mucor miehei (Escobar & 
Barnett, 1990), 3 hari untuk Mucor pusillus 
(Arima et al. 1970), 3 hari untuk Amylomyces 
rouxii (Yu & Chou, 2005), 3-4 hari untuk Mucor 
baciliformis (Areces et al. 1992), dan 8 hari untuk 
Penicillium oxalicum (Hashem 1999). Mulai pada 
jam ke-48 aktivitas penggumpalan susu mulai 
menurun  hingga jam ke-120. Hal ini disebabkan 
oleh penurunan jumlah substrat sehingga pem-
bentukan kompleks enzim-substrat juga ikut 
menurun. Pada gambar 4 ditunjukkan bahwa 
isolat bakteri TCN 1 memiliki aktivitas 
penggumpalan susu sebesar 29.17 U/mL, se-
dangkan isolat bakteri TCN 2, TCN 3 dan DSN 
1 memiliki aktivitas masing-masing 70 U/mL. 
Isolat bakteri TCN 2, TCN 3 dan DSN 1 mem-
iliki aktivitas yang paling tinggi, artinya semakin 
tinggi aktivitas penggumpalannya semakin singkat 
waktu yang dibutuhkan enzim tersebut untuk 
menggumpalkan susu hingga whey terpisah.  
Isolat bakteri yang mampu menggumpal-
kan susu selanjutnya diuji aktivitas proteasenya. 
Pengukuran aktivitas protease ini bertujuan untuk 
mengetahui kemampuan isolat bakteri dalam me-
mecah protein menjadi peptida dan asam amino. 
Kemampuan protease dalam memecah protein 
akan mempengaruhi flavor atau citarasa akibat 
terbentuknya peptida dan asam amino tersebut. 
Pada pengukuran aktivitas ini diharapkan isolat 
bakteri terpilih memiliki aktivitas protease yang 
rendah, hal ini dikarenakan aktivitas protease 
(aspartat protease) yang tinggi dapat men-
imbulkan citarasa yang pahit pada produk keju 
yang akan dihasilkan (Channe & Shewale, 1998). 
Aktivitas protease masing-masing isolat 
bakteri dapat dilihat pada Gambar 6. Hasil pen-
gukuran aktivitas protease pada keempat isolat 
bakteri menunjukkan bahwa isolat bakteri TCN 
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1, TCN 3, dan DSN 1 memiliki aktivitas protease 
paling tinggi pada jam ke-48 yakni berturut-turut 
0.0117 U/mL, 0.0150 U/mL, 0.0200 U/mL, se-
dangkan isolat bakteri TCN 2 memiliki akivitas 
protease paling tinggi pada jam ke-96 yakni sebe-
sar 0.0021 U/mL. Aktivitas protease ini tergolong 
sangat rendah. Hal ini sesuai dengan harapan bah-
wa isolat yang diinginkan memiliki aktivitas pro-
tease yang rendah sehingga tidak menimbulkan 
cita rasa yang pahit pada keju yang dihasilkan.  
 Rasio aktivitas penggumpalan susu ter-
hadap protease merupakan faktor yang menen-
tukan apakah bakteri tersebut dapat digunakan 
sebagai penghasil alternatif enzim penggumpal 
susu. Isolat bakteri yang terpilih merupakan isolat 
bakteri yang memiliki aktivitas penggumpalan 
tinggi dengan aktivitas protease rendah sehingga 
menghasilkan rasio yang tinggi. Isolat yang telah 
diuji aktivitas penggumpalan susu dan proteasen-
ya kemudian dihitung rasio aktivitas 
penggumpalannya terhadap protease. Aktivitas 
enzim yang dipilih adalah aktivitas enzim pada 
jam ke-24 karena pada waktu tersebut semua iso-
lat bakteri menunjukkan aktivitas penggumpalan 
susu yang paling tinggi dengan aktivitas protease 
yang rendah.  
Hasil perhitungan rasio enzim penggumpal 
susu terhadap protease pada Tabel 4 menunjuk-
kan bahwa isolat bakteri TCN 2 memiliki nilai 
yang paling tinggi sebesar 175000. Pada 
penelitian ini, isolat bakteri TCN 2 merupakan 
isolat terpilih yang dapat dijadikan alternatif un-
tuk produksi enzim penggumpal susu pada fer-
mentasi keju. Isolat bakteri TCN 2 memiliki rasio 
aktivitas penggumpalan yang lebih tinggi 
dibandingkan beberapa enzim penghasil 
penggumpal susu dari bakteri lain (Tabel 5). 
Selain itu, ketiga isolat bakteri lainnya juga mem-
iliki rasio penggumpalan susu terhadap protease 
yang juga lebih tinggi dibandingkan beberapa 
sumber lain. Hal ini menunjukkan bahwa isolat 
bakteri lainnya  seperti TCN 1, TCN 3, dan 
DSN 1 juga memiliki potensi untuk menjadi al-




Pada penelitian ini diperoleh empat isolat 
bakteri proteolitik potensial sebagai penghasil en-
zim milk clotting  protease  dari dua sampel pangan 
fermentasi, yakni tiga isolat bakteri dari tauco 
(TCN 1, TCN 2, TCN 3) dan satu isolat bakteri 
dari asinan sawi (DSN 1). Keempat bakteri terse-
but diidentifikasi secara molekuler menggunakan 
analisa 16S rDNA diidentifikasi sebagai Bacillus 
sp. Isolat bakteri TCN 1 memiliki aktivitas 
penggumpalan susu sebesar 29.17 U/mL se-











Isolat bakteri TCN 2 70 0.0004 175000 
Aspergillus niger MC4 
(Channe & Shewale, 1998) 
400 0.01 40000 
Mucor renin 511 0.11 4650 
B. Subtilis natto (Shieh et al. 2009) 685 0.23 2981 
Pfizer mikrobial renin 750 0.29 2590 
Thermomucor indicae-seudaticae N31 
(Dini et al. 2010) 
56 0.6 93 
Tabel 5. Perbandingan rasio aktivitas penggumpalan susu terhadap protease isolat bakteri TCN 2 dengan beberapa 
enzim penggumpal susu dari mikroba lain 
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1 memiliki aktivitas masing-masing sebesar 70.00 
U/mL yang seluruhnya dicapai pada jam ke-24 
masa inkubasi. Isolat bakteri TCN 1, TCN 2, 
TCN 3 dan DSN 1 memiliki aktivitas protease 
pada jam ke-24 berturut-turut sebesar 0.0117 U/
mL, 0.0021 U/mL, 0.0150 U/mL, dan 0.200 U/
mL.  
Rasio aktivitas penggumpalan susu ter-
hadap protease untuk isolat bakteri TCN 1, TCN 
2, TCN 3 dan DSN 1 secara berturut-turut ada-
lah 5402, 175000, 7292, dan 3333. Hasil terse-
but menunjukkan bahwa enzim dari isolat bakteri 
TCN 2 dapat digunakan sebagai alternatif peng-
ganti renin dalam pembuatan keju. 
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